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Inflammation  is  a  protective  response  of  the  body  to  harmful  stimuli  like  pathogens  and  toxins. 
Ideally,  following prompt detection of a microorganism by  immune mechanisms, an  inflammatory 
reaction should contain and destroy intruding pathogens (acute inflammation) before they multiply, 
spread,  become  established  or  cause  harm.  After  successful  immune  responses,  resolution  of 
inflammation occurs by safe removal of inflammatory cells, tissue debris and dissipated mediators to 
restore tissue homeostasis. Failure of this self‐regulation as well as ineffective or excessive immune 
responses  result  in  tissue  injury  and  elicit  chronic  inflammatory  diseases  or  even  systemic 
inflammation  (sepsis).1‐2 Occurring  immune  response against  the body’s own cells and  tissues  is a 















traditionally defined by  the  four  Latin words,  calor,  rubor, dolor and  tumor3 – all of  these  reflect 



















The  endothelium,  a  single  layer  of  cells,  lines  the  interior  surface  of  all  blood  vessels,  thereby 
forming an  interface between  circulating blood  in  the  lumen and  the vessel wall.  In  the past,  the 
endothelium was considered to be inert, described as a “cellophane‐like membrane” with only non‐
reactive barrier properties. However, over the years it became clear that the endothelium is rather a 





on  the  surface  of  the  endothelial  cells.  By  these  three  parameters,  the  four  cardinal  signs  of 
inflammation are to explain: The consequence of the vessel dilation is an increased local blood flow 
accounting for the red color (rubor) and warmth (calor) of inflamed tissue. The increased endothelial 
permeability  results  in  emission  of  fluid  and macromolecules  that  runs  from  the  blood  into  the 
tissue, and this causes edema (tumor). 
Since major defense components such as  leukocytes and macrophages are normally carried  in  the 
bloodstream,  they are  recruited  to  the  inflamed  tissue  to dilute and destroy  the  “enemy”  (which 
causes pain [dolor]). This recruitment of  immune cells  is supported by endothelial surface proteins, 




Leukocytes  are  also  referred  to  as  white  blood  cells  that  build  a  group  of  cells,  deriving  from 
hematopoietic stem cells  in  the bone marrow, whose common  feature  is  their  involvement  in  the 
immune  response.  The major  players  during  the  innate  immune  response  are  granulocytes  and 
macrophages. Granulocytes are “foot soldiers” of the inflammatory response, they migrate from the 
circulation across post‐capillary venule endothelial cells6 and employ a formidable armamentarium 
to overcome  their adversaries. They are attracted by, and are believed  to  follow a  concentration 
gradient of, chemotactic stimuli released by invading pathogens or tissues under challenge. 
Granulocytes are divided  into neutrophils, eosinophils and basophils. Their names  result  from  the 
characteristic  staining  patterns  of  their  prominent  granules. Neutrophils  and  eosinophils  are  key 




allergic  reactions.  The  elimination  of  the  invaders  is  achieved  by  secreting  cytotoxic  and  pro‐
inflammatory compounds and by phagocytosis. 
Macrophages  are  phagocytes, which  are  distributed widely  in  the  body  tissues.  Their  immature 
progenitor  cells,  so  called monocytes,  circulate  in  the  blood  and  differentiate  continuously  into 
macrophages upon migration into the tissue. There, they act as guardians and eliminate invaders by 
phagocytosis  and  release  of  pro‐inflammatory mediators,  which  recruit  additional  inflammatory 
cells.  
Also  lymphocytes, mast  cells  and dentritic  cells belong  to  the  group of  leukocytes.  Lymphocytes, 
divided  into  the  three  types,  B‐cells,  T‐cells  and  natural  killer  cells  are  involved  in  the  adaptive 




Leukocytes,  circulating  in  the  blood  flow,  are  recruited  to  the  tissue  in  events  like  immune 
surveillance,  wound  repair  and  acute  and  chronic  inflammation.7  However,  endothelial  cells 
represent a physical barrier between blood and tissue, which must be crossed by the  leukocytes to 
exert their function  in the previous  listed events. Especially, the rapid recruitment of  leukocytes to 
the  site  of  inflammation  is  essential.  To  accomplish  a  rapid  cross  of  the  leukocytes  through  the 
endothelial  barrier,  endothelial  cells  interact with  leukocytes  after  their  respective  activation  by 






Selectins  are  a  family  of  cell  adhesion  molecules  and  include  L‐(leukocyte),  P‐(platelet)  and  E‐
(endothelial) selectins. There is a striking homology between the cDNA sequences of these lectin‐like 
molecules,  suggesting  a  common  functional  purpose  within  the  vasculature.  In  fact,  all  three 
members are  involved  in  leukocyte‐endothelium  interaction by  facilitating  leukocyte  tethering and 
rolling  on  the  endothelium.8  The  counterreceptors  are  not  clearly  defined,  but  sialyl‐Lewis  x  and 
other  fucosylated  carbohydrates  (e.g.  PSGL‐1)  appear  to  play  a  role.  L‐selectin  is  constitutively 
expressed by  leukocytes and  functional on all  leukocytes.9 P‐selectin  is  stored preformed  in  the  α 









Structurally,  they  are  glycoprotein heterodimers  composed of  α‐  and  β‐subunits, whose different 
combinations result in a wide variety of adherence specificity. The different subfamilies that can be 
defined by their β‐subunit on leukocyte include β1 through β8 integrins.  
Relevant  for  the  leukocyte‐endothelium  interaction  is  the β2  integrin‐family, particularly Leukocyte 
function  associated  antigen  1  (LFA‐1,  [CD11a/CD18]  and  Macrophage  1  antigen  (Mac‐1, 




The  immunoglobulin  superfamily  of  cell  adhesion  molecules  (CAMs)  encompasses  ICAMs 




leukocytes,12  Schwann‐cells,13  epithelial  cells), whereas VCAM‐1  is  not  constitutively  expressed  in 
most  tissues. By pro‐inflammatory stimuli such as TNF‐α or LPS,12,14  the expression of  ICAM‐1 and 
VCAM‐1  on  the  luminal  site  of  the  endothelium  is  upregulated  through  de  novo  synthesis  and 
















An essential feature of any  inflammatory response  is the rapid recruitment of  leukocytes from the 
blood  to  the  site  of  inflammation,  usually  through  post‐capillary  venules.18‐19  This  recruitment 
process  requires  leukocytes  to  migrate  through  the  blood‐vessel  wall  and  enter  tissues  by  a 
multistep  mechanism  known  as  extravasation  or  diapedesis  (Figure  I‐2).  Key  steps  during 
extravasation  include  initial  attachment  and  rolling  of  leukocytes  on  the  activated  endothelium, 
chemokine‐mediated activation of integrins on leukocyte surfaces, stable adherence of the activated 




Initially,  the  tethering  to  and  rolling  of  leukocytes  on  the  inflamed  endothelium  involves  three 
selectins  and  their  counter  ligands.  P‐  and  E‐selectin  (on  the  endothelium)  mediate  initial 
attachment  to  the  endothelium while  L‐selectin  (on  leukocytes)  subsequently  reduces  the  rolling 
velocity of  leukocytes  and  allows  the  cells  to  interact,  through G protein‐coupled  receptors, with 
chemokines that are bound to the surface of the activated endothelium.21 Chemokine binding causes 
activation of  leukocytes. This  is on  the one hand associated with a  rapid activation of β2  integrins 
(LFA‐1  [CD11a/CD18] and Mac‐1  [CD11b/CD18]) by  conformational  changes  in order  to achieve a 
high‐avidity  state.18 On  the  other  hand  it  is  linked with  a mobilization  of  preformed Mac‐1  from 
intracellular pools.22 Thereby,  integrin surface expression  increases severalfold.  In this active state, 
leukocytes  arrest  on  the  vessel  wall  via  the  binding  of  their  integrins  with  immunoglobulin 
superfamily members such as ICAM‐1 and VCAM‐1, expressed by endothelial cells.23‐24  
With  the  support  of  endothelial  junction  proteins,  such  as  PECAM  and  JAM  (Junctional  adhesion 
molecule),  activated  leukocytes  can  now  cross  the  endothelial  barrier,  usually  between  the 
endothelial  cells.25  The  leukocytes  passage  through  the  subendothelial  basement membrane  by 













If  the  immune system  is activated by an  inflammatory stimulus, macrophages produce chemokines, such as 
IL8,  and  cytokines,  such  as TNF‐α. These  induce  the  rapid expression of P‐and E‐selectin on  the  surface of 
endothelial cells. The interaction between the selectins and their ligands, such as P‐selectin glycoprotein ligand 
1 (PSGL1), on leukocytes probably initiates rolling on the endothelium. Rolling is further stabilized by L‐selectin 
binding  to  endothelial  cell  heparan  sulphate.  Heparan  sulphate  also  presents  chemokines  to  chemokine 







pro‐  and  anti‐inflammatory mediators  and on  the  availability of  specific  receptor‐mediated  signal 
transduction pathways and their nuclear transcription factor target on the ICAM‐1 promoter.27 
The architecture of  the  ICAM‐1 promoter has been  shown  to be very complex, containing a  large 
number of binding sites for  inducible transcription factors (Figure I‐3). Besides binding sites for the 





















































The  ICAM‐1  promoter  contains multiple  transcription  initiation  sites  (the  two major  ones  at  ‐41  and  ‐319 
relative  to  translation  start  site  are  indicated  by  right  angle  arrows). Upstream  of  each  initiation  site  is  a 
consensus TATA element that binds the general transcription factor IID (TFIID). The ICAM‐1 promoter contains 
a  number  of  binding  sites  for  inducible  transcription  factors  (indicated  by  solid  rectangles)  that mediate 
various  activation  signals  elicited  at  the  cell  surface.  The  TNF‐α‐  and  IL‐1β‐responses  are  mediated  by 
cooperativity  between  the  transcription  factors  C/EBP  and  NF‐κB.  The  IFN‐γ  (Interferon‐γ)  response  is 










regulate  the  transcription of a  large number of genes  that  control diverse physiological  functions 
such  as  apoptosis,  proliferation,  inflammation  and  innate  and  adaptive  immune  response.32‐33  In 
inflammatory  processes,  NF‐κB  is  one  of  the  pivotal  regulators  of  pro‐inflammatory  cytokines, 





pathways.  The  “non‐canonical” pathway  is  activated during  the development of  lymphoid organs 
responsible  for  the  generation  of  B  and  T  lymphocytes,  and  only  a  small  number  of  stimuli 
(lymphotoxin B and BAFF [B cell activating factor]) are known to activate NF‐κB via this pathway. 
The “canonical” or classical pathway (Figure  I‐4)  is activated rapidly  in response to a wide range of 
stimuli,  including pathogens,  stress  signals and pro‐inflammatory  cytokines  such as TNF‐α or  IL‐1. 
These  stimuli  are  recognized  by  different  receptors  (e.g.  LPS  via  LBP  and  CD14  by  the  Toll‐like 












NF‐κB,  is  phosphorylated  on  specific  serine  residues,  ubiquitylated  and  degradated  by  the  ATP‐
dependent  26S  proteasom.  This  leads  to  NF‐κB  (in  inflammatory  processes  the  heterodimer 






The  canonical  pathway  is  induced  by  inflammatory  stimuli,  such  as  TNF‐α,  which  initially  leads  to  the 
recruitment of effector molecules (TRADD, TRAF2, RIP1) and subsequently converges  in the activation of the 
IKK complex (NEMO,  IKKα,  IKKβ). This activation results  in the phosphorylation (P) of  IκBα at Ser32 and Ser36. 
The phosphorylated  IκBα  is then ubiquitylated at Lys21 and Lys22, which targets  it for degradation by the 26S 
proteasome, thereby releasing NF‐κB dimers  from the cytoplasmic NF‐κB–IκB complex and allowing them to 
translocate  to  the  nucleus.  There  it  binds  to  its  recognition  site  and  enables  gene  transcription with  the 
support of co‐stimulators (Ac= acetylation).       






























About  30  years  ago,  cyclin‐dependent  kinases  (CDKs)  were  discovered  by  different  researches 
independently.  Nurse  et  al.  identified  a  gene  (CDC2)  in  fission  yeast,  regulating  the  entry  into 




CDKs  are  a  family  of  small  kinases, which  induce  cellular  processes  by  phosphorylation  of  target 
proteins on serine and threonine residues  immediately upstream of a proline‐residue. CDKs can be 
activated by phosphorylation by  the CDK‐activating  kinase  (CAK),40 but only when bound  to  their 
corresponding  cyclin.  In  addition,  CDKs  are  regulated  by  various  post‐translational modifications 
(phosphorylation by Wee 1/Myt 1, dephosphorylation by cdc25, ubiquitin‐dependent degradation), 





































Cyclins were originally classified as proteins,  the  levels of which oscillate during  the cell cycle, but 
they are now more accurately defined as members of a family of structurally related proteins that 






















































To diminish  all  risks of  aberrant  chromosome  segregation  and  to  remain  the  stability of  genomic 
DNA over generations, the cell cycle is based on orchestrated coordination of enzymatic reactions, in 











RNA polymerase  II.58 Subsequently, the RNA polymerase  II  is paused on the 5’ end of promoter by 
the  factors  NELF  (negative  elongation  factor)  and  DSIF  (DRB‐sensitivity  initiation  factor),  which 








































CDK7 plays  a dual  role because  it  is  a  component of CAK, which  represents  a  constituent of  the 
general  transcription  factor  II  H  (TFIIH).  CAK  is  a  trimeric  complex  composed  of  the  catalytic 
component CDK7,  the  regulatory cyclin H and MAT1  (“menage a  trois‐1”), a RING  finger assembly 

























































Like other CDKs,  it associates with cyclins, namely cyclin T, K and E,  in order  to achieve  its kinase 
activity. Most of the CDK9 in the cell is associated with nuclear cyclin T, found distributed primarily in 
the nucleus and associated with nuclear speckles. This CDK9/cyclin complex represents the positive 
elongation  factor pTEFb, which  regulates  the  transcriptional elongation via phosphorylation of  the 
carboxy‐terminal  domain  of  RNA‐polymerase  II  on  serines  at  both  the  2  and  5  positions. 
Furthermore,  proteins  like  NELF  and  DSIF,  that  are  responsible  for  transcriptional  pausing,  are 
phosphorylated by pTEFb which allows their release from the RNA polymerase II and the elongation 
process can be continued. 
While pTEFb  is bound by HEXIM1/7SKsnRNA  in  its  inactive  state,  it associates with bromodomain 
containing protein 4 (Brd4) in order to be activated (Figure I‐10).64  It is thought that Brd4 might be 








the mitotic  CDKs,  it  plays  no  apparent  role  in  cell  cycle  regulation.  Instead,  CDK5  is  involved  in 
physiological  functions  of  the  central  nervous  system,  such  as  regulating  of  the  cytoarchitecture 
during  brain  development,  neuronal  migration,  adhesion,  axon  guidance,  membrane  transport, 
neuronal  survival,  dopaminergic  signaling,  drug  addiction  and  synaptic  function  (Figure  I‐11).51 
Apparently, abnormal regulation of CDK5 leads to neurodegenerative diseases including Alzheimer`s 


















reduction  of  insulin  secretion,  indicating  that  CDK5  might  be  a  positive  regulator  of  insulin 
exocytosis.47 
Like  other  CDKs, monomeric  CDK5  shows  no  enzymatic  activity  and  requires  association with  a 
regulatory  partner  for  activation.  But  instead  of  a  classic  cyclin,  CDK5  associates  with  its  own 









Defects  in neuronal positioning  in  the Cdk5‐ and p35‐deficient mice  show  that CDK5  is  crucial  for neuronal 
migration. Actin dynamics: Phosphorylation of the Rac effector, Pak1, by CDK5 can regulate actin dynamics, 
and  CDK5  activity  promotes  neurite  outgrowth. Microtubule  stability  and  transport:  Several microtubule‐
associated  proteins  (MAPs)  are  substrates  of  CDK5,  and  regulate microtubule  polymerization.  Inhibition  of 
CDK5 decreases  anterograde  transport,  and nudel  and neurofilament proteins  are  substrates of CDK5. Cell 
adhesion: CDK5 phosphorylates β‐catenin, disrupts the N‐cadherin–β‐catenin complex and  inhibits adhesion. 
Axon  guidance:  p35‐mutant mice  have  defects  in  fasciculation  of  several  axon  tracts,  and,  in  Drosophila, 
increase or decrease of CDK5 activity results  in errors  in axon pathfinding. Synaptic structure and plasticity: 
CDK5 phosphorylates  several  synaptic proteins, modulates dopaminergic  signalling and development of  the 
neuromuscular  junction. Myogenesis:  CDK5  kinase  activity  induces  expression  of MyoD  and Mrf4, master 
regulators of myogenesis. Membrane  transport: CDK5 phosphorylates  the Munc18–syntaxin1  complex  and 




















CDKs  are  involved  in  various  physiological  functions,  therefore  it  may  not  be  surprising  that 
deregulations of CDKs and  their  regulators are observed,  involved and causative  in numerous and 
diverse human diseases. Due to their regulatory function  in the progression of the cell cycle,  it has 
been  shown  that deregulation of CDKs  leads  to malignancies. Furthermore, abnormal activities of 




In  the  beginning,  CDK  inhibitors were  designed  as  promising  anti‐proliferative  agents  for  cancer 
therapy. However, due  to  the many  links between CDKs  and other human diseases,  an  intensive 
search  for potent and  selective pharmacological  inhibitors of  these kinases has been encouraged. 
During  recent  years,  a  large  variety of  small molecule weight  inhibitors have been  identified  and 
characterized and although they all act by competing with ATP for the binding on the catalytic site of 
the  kinase,  their  kinase  selectivity  varies  greatly.  Some  CDK  inhibitors  are  currently  undergoing 























Due  to  its  structure  similarity  to ATP,  roscovitine competes with  it  for binding  to  the catalytic  site of CDKs. 
Thus,  the  purine  portion  binds  to  the  adenine  binding  pocket  of  CDKs.  The  benzyl  function  enables  the 




Roscovitine,  also  referred  to  as  CYC202  or  Seliciclib,  (R)‐roscovitine,  has  been  evaluated  for  its 
effects on a wide variety of cultured cell  lines. Thereby,  it has been shown that roscovitine arrests 
the cell cycle  in G1, S or  in G2/M phase depending on  the cell  line used,  its concentration and  the 
length  of  treatment. Moreover,  a  pro‐apoptotic  profile  of  roscovitine was  described.  Roscovitine 
induces cell death in myeloma cells by inhibition of RNA polymerase II–dependent transcription and 
down‐regulation of Mcl‐1  via  inhibition of CDK7  and CDK9.69 Also,  its pro‐apoptotic effects  result 
from  the  activation  of  p53,  a  tumor  suppressor  protein,  by  blocking  p53  degradation  by  the  E3 
ubiquitin  ligase MDM2.70 Further, activation of p53‐dependent transcription was maintained when 
roscovitine was  combined with  NF‐κB‐activating  stimuli  (e.g.  TNF‐α), which  can  be  explained  by 
roscovitine‐evoked  inhibition of  the NF‐κB activation71, caused by  inhibition of  IKK  involved  in  the 
NF‐ κB activation cascade.  
According  to  these effects,  roscovitine has now  reached phase 2  clinical  trials  for nasopharyngeal 
cancer, B cell malignancies and breast cancer, and phase 2b against non small cell lung cancer.72 
Further, roscovitine has been found to exert anti‐inflammatory effects in different in vivo models of 
inflammatory diseases.  In  these models  roscovitine enhanced  the apoptosis of  immune  cells  (e.g. 
neutrophils  and  eosinophils)  by Mcl‐1  inhibition  (like  in myeloma  cells).  Thus,  the  resolution  of 
inflammation is promoted by roscovitine.  
Roscovitine  has  also  been  found  to  be  beneficial  in  neurodegenerative  diseases  by  inhibition  of 

































Roscovitine  is  a  selective  inhibitor  of  cyclin‐dependent  kinases, which  plays  a  crucial  role  in  the 
regulation  of  the  cell  cycle.  Therefore,  its  use  as  anti‐proliferative  drug  in  cancer  treatment was 
obvious.  Currently,  roscovitine  is  evaluated  in  clinical  trials  against  diverse  cancers.  Beside  its 
potential  application  in  cancer  therapy  roscovitine  has  been  found  to  exert  anti‐inflammatory 
properties  in  different  inflammatory  diseases.  However,  in  these  models,  roscovitine  was  only 
shown  to  exert  its  anti‐inflammatory  effects  by  promoting  apoptosis  in  inflammatory  cells  and 
thereby  enhancing  the  clearing  of  inflammation.  Also,  research  in  the  field  of  inflammation  in 
general  has  been  focusing  on  identification  and  determination  of  functions  of  tissue‐infiltrating 
leukocytes  for a very  long  time, whereas  the  role of vascular endothelial  cells  in  this process has 
been disregarded for a long time. Endothelial cells represent the physical barrier between blood and 
tissue  and  thus  regulates  blood  cell  trafficking.  An  essential  feature  of  inflammation  is  the 
transmigration  of  leukocytes  from  the  blood  to  the  inflamed  tissue  and  therefore  inhibiting  the 
interaction  of  endothelial  cells  and  leukocytes  might  represent  a  promising  approach  in  the 




these  physiological  functions,  CDK  inhibitors  have  an  enormous  potential  for  new  approaches  in 
diverse diseases. 












































“Roscovitine”  refers  to  (R)‐roscovitine,  as  the  (R)‐stereoisomer  was  used.  Roscovitine  was  from 
Sigma‐Aldrich, Munich, Germany.  
Roscovitine was dissolved  in DMSO at 100 mM. 10  μl aliquots were  stored at  ‐20°C  for  long  time 
storage, and at 4°C for direct laboratory use. 








































For heat  inactivation, FCS was partially  thawed  for 30 min at  room  temperature. Subsequently,  it 





Trypsin  0.50 g  NaCl  7.20 g 
EDTA  0.20 g  Na2HPO4  1.48 g 
PBS  ad 1.0 l  KH2PO4  0.43 g 
H2O  ad 1.0 l  (MgCl2 x 6 H2O  0.10 g) 
    (CaCl2 x 2 H2O  0.10 g) 







































































Krüsmann  and  Rotkreuzklinikum  München.  After  childbirth,  umbilical  cords  were  placed  in 
PBS+Ca2+/Mg2+  containing  Penicillin  (100 U/ml)  and  Streptomycin  (100  μg/ml)  and  stored  at  4°C. 
Cells were isolated within one week. The umbilical vein was washed with PBS+Ca2+/Mg2+, filled with 
0.1 g/l  collagenase A and  incubated  for 45 min at 37°C. To  isolate endothelial  cells,  the vein was 
flushed with stopping medium and the eluate was centrifuged (1,000 rpm, 5 min). Afterwards, cells 
were resolved in growth medium and plated in a 25 cm2 flask. After reaching confluency, cells were 
trypsinized  and  plated  in  a  75  cm2  flask.  Experiments were  performed  using  cells  at  passage  3. 
HUVECs were used for all assays. 
Endothelial  cells  (ECs)  were  cultured  under  constant  humidity  at  37°C  and  with  5%  CO2  in  an 





in multiwell‐plates  or  dishes  for  experiments.  For  passaging,  cells were washed  twice with  pre‐
warmed PBS, which was  removed  completely with  a  sterile pipette. 3 ml T/E was added  (75  cm2 
flask),  and  cells  were  incubated  for  1‐2  min  at  37°C.  The  digest  was  terminated  by  adding 
approximately  20 ml  stopping medium.  Next,  cells were  centrifuged  for  5 min  at  1,000  rpm  to 




Growth medium    Stopping medium   
ECGM  500 ml  M199  500 ml 
Supplement  23.5 ml  FCS  50 ml 
FCS  50 ml     









was  collected  into  25  ml  syringe  filled  with  400  µl  EDTA  (50  mg/ml),  portioned  in  2  x  15  ml 
polypropylene conical tubes (Falcon; Becton Dickinson) and centrifuged at 1,400 rpm for 20 min at 
room  temperature  (without brake). The  received buffy  coat  (Figure  II‐1) was  completely  removed 
and transferred into a fresh 50 ml polypropylene conical tube.  
The  isolated  buffy  coat was  incubated with  human  CD15 microbeads  (Miltenyi  Biotec)  (15  µl/ml 
buffy  coat)  at  4°C  for  20 min.  Granulocytes were  purified  from  the  buffy  coat  by magnetic  cell 
sorting positive  selection using MiniMACS™  (MACS, Miltenyi Biotec).   The used MS columns were 
firstly rinsed with separation buffer (Table 1) before cell sorting started.  The received granulocytes 





M199  500 ml  PBS  500 ml 
FCS  10 ml  BSA  2.5 ml 



















mixtures,  e.g.  cell  lysates  or  tissue  homogenates.  It  includes  the  electrophoretic  separation  of 





cells were  lysed  by  adding  RIPA  buffer  or modified  RIPA  buffer  and  freezed  at  ‐80°C.  Cells were 
thawed  on  ice,  scratched  from  the  plate/dish  and  transferred  to  1.5 ml  reaction  tubes.  Cellular 
debris was removed by centrifugation for 10 min at 10,000 g and 4°C. Supernatants were transferred 





Tris/HCl  0.79 g ≙  50 mM  Tris/HCl  0.79 g ≙  50 mM 
NaCl  0.87 g ≙ 150 mM  NaCl  0.87 g ≙ 150 mM 
Nonidet NP 40  1.0 ml  Nonidet NP 40  1.0 ml 
Deoxycholic acid  0.25 g  Deoxycholic acid  0.25 g 
SDS  0.10 g  SDS  0.10 g 
H2O  ad 100 ml  H2O  ad 100 ml 
    Na3VO4  300 µM 
    NaF  1 mM 
    pyrophosphate  10 mM 
    β‐gylcerophosphate  3 mM 
add before use:    add before use:   
Complete®  1:25  Complete®  1:25 
PMSF  1mM  PMSF  1 mM 
Na3VO4  1 mM  H2O2  600 µM 





















slots were  filled with an  appropriate  volume of 1x  SDS‐sample buffer. To estimate  the molecular 
weights of the separated proteins, 2 μl of the marker Page Ruler™ Prestained Protein Ladder were 
additionally loaded on the gel. 





Stacking Gel    Separating Gel (10%)   
PAA solution 30%  1.275 ml  PAA solution 30%  5.0 ml 
1.25 M Tris/HCl, pH 6.8  0.75 ml  1.5 M Tris/HCl, pH 8.8  3.75 ml 
10% SDS  75 μl  10% SDS  150 μl 
H2O  5.25 ml  H2O  6.1 ml 
APS  75 μl  APS  75 μl 













After  protein  separation,  proteins  were  transferred  onto  nitrocellulose  membranes  by 
electroblotting, the most commonly used method to transfer proteins from a gel to a membrane.74 





Using  a  Transblot  SD  semidry  transfer  cell  (Bio‐Rad, Hercules, USA),  the  separated proteins were 
electrophoretically  transferred  to a nitrocelluose membrane  (Hybond ECl, GE Healthcare, Munich, 
Germany). Prior to blotting, the membrane was  incubated for at  least 30 min  in Anode buffer on a 
shaking platform. For semi‐dry transfer, the gel‐membrane sandwich is placed between carbon plate 





Anode buffer    Cathode buffer   
Tris    12 mM  Tris    12 mM 
CAPS  8 mM  CAPS  8 mM 
Methanol  15 %  SDS  0.1% 












serum albumin  (BSA 5%)  for 2 h at  room  temperature. Afterwards, detection of  the proteins was 
performed by incubating the membrane with the respective primary antibody at 4°C overnight. After 
four washing  steps  (each  5 min) with  PBS  containing  0.1%  Tween20  (PBS‐T),  the membrane was 
incubated with the secondary antibody, followed by 4 additional washing steps. All steps regarding 
the incubation of the membrane were performed under gentle agitation. 





Secondary  antibodies  coupled  to  IRDye™800  or  IRDye™688  with  emission  at  800  and  688  nm, 
respectively,  were  used.  Membranes  were  incubated  for  1  h.  Protein  bands  of  interest  were 





Membranes  were  incubated  for  2  h  with  HRP‐conjugated  secondary  antibodies.  For  detection, 
luminol was used as a substrate. The membrane was incubated in a 1:0.025 mixture of ECL solution 
A  and  B  for  1 minute  (ECL  Plus Western  Blotting  Detection  Reagent  RPN  2132,  GE  Healthcare, 
Munich, Germany).  The  enzyme HRP  catalyzes  the  oxidation  of  luminol  in  the  presence  of H2O2 





















Antigen  Isotype  Dilution  Provider  Detection 
β‐actin  mouse monoclonal  1:1,000  Chemicon  LI‐COR/ECL 
β‐tubulin   mouse monoclonal  1:500  Santa Cruz  LI‐COR/ECL 
CDK2  rabbit polyclonal  1:1,000  Santa Cruz  LI‐COR 
CDK5  mouse monoclonal  1:1,000  Santa Cruz  LI‐COR 
CDK7  mouse monoclonal  1:1,000  Cell Signaling/NEB  LI‐COR 
CDK9  mouse monoclonal  1:1,000  Santa Cruz  ECL 
IκBα  rabbit polyclonal  1:1,000  Santa Cruz  LI‐COR 
IKKα/β phospho  rabbit polyclonal  1:500  Cell Signaling/NEB  LI‐COR 









































Antigen  Conjugate  Dilution  Provider 
Goat anti‐rabbit  HRP  1:1,000  Dianova 
Goat anti‐mouse  HRP  1:1,000  Santa Cruz 
Goat anti‐rabbit  IR‐Dye 688  1:10,000  LI‐COR Bioscience 
Goat anti‐rabbit  IR‐Dye 800  1:10,000  LI‐COR Bioscience 
Goat anti‐mouse  IR‐Dye 688  1:10,000  LI‐COR Bioscience 












Coomassie blue G  0.3%  Glacial acetic acid  10% 
Glacial acetic acid  10%  Ethanol  33% 
Ethanol  45%  H2O   



















Bicinchoninic  acid  (BCA)  Protein  Assay  (BC  Assay  reagents,  Interdim,  Montulocon,  France)  was 






Bradford  assay  (Bradford  solution,  Bio‐Rad,  Munich,  Germany)  was  performed  as  described 





5 WHOLE  MOUNT  CREMASTER  MUSCLE  PREPARATION  AND 
INTRAVITAL MICROSCOPY  






Mice were  anesthetized  using  a  ketamine/xylazine mixture  (100 mg/kg  ketamine  and  10 mg/kg 
xylazine),  administered  by  intra‐peritoneal  injection.  The  left  femoral  artery was  cannulated  in  a 
retrograde manner for administration of microspheres and drugs (see below). Surgical preparation 
of  cremaster muscles  and  intravital microscopy  were  performed  as  described  previously.78  One 








Leukocyte  recruitment  to  the  cremaster  muscle  was  induced  by  intra‐scrotal  injection  of 
recombinant murine TNF‐α (500 ng in 0.4 ml PBS, R&D Systems Europe Ltd., Wiesbaden, Germany). 
After  240 min,  five  vessel  segments were  randomly  chosen  in  a  central  area  of  the  spread‐out 
cremaster muscle  among  those  that were  at  least  150  µm  away  from  neighboring  postcapillary 
venules and did not branch over a distance of at  least 150 µm. After having obtained recordings of 
migration parameters, blood flow velocity was determined as prior described. Blood samples were 





5.3 INTRAVITAL  MICROSCOPY  AND  DETERMINATION  OF 
MICROHEMODYNAMIC PARAMETERS 
For off‐line analysis of parameters describing  the  sequential  steps of  leukocyte extravasation, we 





distance  between  several  images  of  one  fluorescent  bead  under  stroboscopic  illumination, 
centerline  blood  flow  velocity was  determined.  From measured  vessel  diameters  and  centerline 











Confluent  monolayers  of  HUVECs,  seeded  in  24‐well  plates,  were  exposed  to  different 
concentrations of roscovitine in presence or absence of TNF‐α for 24 h. After treatment, endothelial 
growth medium was  replaced by medium 199 containing 2% FCS  (Table 1) and granulocytes were 
then  added  at  a  concentration  of  exactly  1×105  cells/well.  To  distribute  the  granulocytes  on  the 
monolayer,  the  24‐well  plates were  centrifuged  for  3 min  at  800  rpm.   After  centrifugation,  the 
granulocytes were allowed to adhere for 30 min at 37°C. Then, the monolayers were gently washed 
three  times with warmed PBS  containing magnesium and  calcium, and non‐adhered granulocytes 
were  then  rinsed out. After washout, 100  μl of  lysis buffer  (Table 4) per well was added and  the 
plates were  incubated  for 30 min at 37°C. Afterwards, adhered granulocytes were quantified by a 
myeloperoxidase  (MPO) assay. The activity of MPO was analyzed by  spectrometric measurement. 










Na2HPO4  11.88 g/l  Phosphate buffer (pH 6.0)   


















the  fluorescence  intensity of oxidated DHR. All measurements were performed on  a  FACSCalibur 





FACS Buffer    Buffer   
NaCl  8.12 g  Propidium iodide  75 nM 
KH2PO4  0.26 g  Na3‐citrate  0.1% 
Na2HPO4  2.35 g  Triton‐X 100  0.1% 
KCl  0.28 g  PBS  ad 1 ml 
Na2EDTA  0.36 g     
LiCl  0.43 g     
Na‐azide  0.20 g     




During  the  apoptotic  process  endogenous  endonucleases  become  activated  and  cause  the 
fragmentation of nuclear DNA into oligonucleosomal‐size fragments. A widely used assay to quantify 
apoptotic  cell  death  is  the  counting  of  nuclei  with  subdiploid  DNA  content  after  staining  with 
propidium iodide (PI). Quantification of apoptosis was carried out according to Nicoletti et al 79. 
HUVECs were seeded into 12‐well‐plates until confluence and left untreated or treated with various 
concentrations  of  roscovitine  for  24  and  48  h.  After  treatment,  cells  were  washed,  trypsinized, 
resuspended in the supernatant and centrifuged (10 min, 600 g at 4°C).  
Afterwards, cells were  incubated  in a buffer  (Table 5) containing Triton X‐100  for permeabilization 
and  propidium  iodide  (PI)  for  staining.  PI  is  a  red  fluorescent  dye  that  intercalates  with 
doublestranded DNA, detecting the DNA content of the cell. After incubation at 4°C overnight, cells 
were analyzed by flow cytometry. The respective fluorescence intensity gives information about the 








HUVECs  (24‐well  plates,  200  µl) were  grown  until  confluence  and were  left  either  untreated  or 
treated with TNF‐α (10 ng/ml, Sigma, Taufkirchen, Germany). The effect of roscovitine on the surface 
expression of endothelial  cell adhesion molecules was determined. Roscovitine was added  to  the 
cells 30 min before TNF‐α. After 6 h  (E‐selectin) or 24 h  (ICAM‐1, VCAM‐1),  surface expression of 
adhesion molecules was measured by flow cytometry using FITC‐labeled antibodies against ICAM‐1, 
VCAM‐1 and E‐selectin (Biosource, Nivelles, Belgium).  
After  treatment, cells were washed with warm PBS and  trypsinized. Then  the detached cells were 
transferred  into  FACS  tubes,  filled  with  100  µl  PBS/4%  paraformaldehyde  to  fix  the  cells.  After 
centrifugation, the received cell pellet was washed and  incubated with the respective antibody for 
45 min in the dark at room temperature. The cells were again washed with PBS and resuspended in 





Freshly  isolated  granulocytes  (106/ml,  100  µl)  were  either  left  untreated  or  treated  with  the 
indicated  concentration of  roscovitine before activation with  fMLP  (10‐7M)  for 15 min. Then,  cells 






Oxidative  burst  in  granulocytes was  assessed  by measuring  the  intracellular  oxidation  of DHR  to 
rhodamine. Granulocytes (106/ml, 100 µl) in suspension were primed with DHR (1 µM) for 10 min at 












Transfection  refers  to  the  introduction of genetic material  into cultured mammalian cells. Genetic 
material  (i.e.  plasmid  DNA  or  siRNA  constructs)  can  be  transfected  using  calcium  phosphate, 
electroporation, lipofection, or magnetofection. For transient transfection with siRNA, HUVECs were 




well  as  Cdk7  siRNA.  Two  On‐TARGETplus  individual  duplexes  were  used  for  CDK2  and  On‐
TARGETplus  SMARTpool  was  used  for  CDK7  (Dharmacon,  Lafayette,  CO,  USA).  On‐TARGETplus 
siCONTROL Non‐targeting (nt) siRNA was used as a control. siRNAs were suspended in Dharmacon 1x 





























Viral‐mediated  gene  transfer  provides  a  convenient  and  efficient  means  to  introduce  genetic 
material  into recipient cells. Hereby, adenoviral vectors are well‐established gene transfer tools for 











firefly  luciferase  is  widely  used  to  study  gene  expression.  Light  is  produced  by  converting  the 
chemical energy of luciferin oxidation through an electron transition, forming the product molecule 





Maxi  Kit  (QIAGEN  Sciences,  Germantown, MD).  6  h  after  transfection,  the  culture medium was 
replaced with  fresh medium and  the  transfected cells were  incubated  in a humidified atmosphere 
for  24  h.  Then  the  cells  were  pre‐incubated  with  different  concentrations  of  roscovitine  and 
subsequently  treated  with  TNF‐α  for  5.5  h.    After  6  h,  cells  were  washed  with  PBS  including 



















washed  once  with  ice‐cold  PBS+  and  fixed  in  4%  formaldehyde  (Accustain®,  Sigma‐Aldrich, 
Taufkrichen,  Germany)  for  10‐15 min.  After  one  PBS washing  step,  cells were  permeabilized  by 
incubating cells  in 0.2% Triton X‐100  in PBS for exactly 2 min. Then, cells were washed three times 
for  5 min with  PBS,  blocked  for  15 minutes  in  0.2% BSA  in  PBS  and  incubated with  the  primary 
antibody against p65 (Santa‐Cruz Biotechnology  Inc., 1:100  in 250 µl 0.2% BSA/PBS) for 45‐60 min. 
After three washes with PBS for 5 min, cells were incubated with light‐protection for 30‐60 min with 
the  Alexa  Fluor  488‐conjugated  secondary  antibody  (Molecular  Probes,  1:400  in  0.2%  BSA/PBS). 

































Confocal  laser  scanning microscopy  is an extensively used method  in  life  sciences due  to  its great 
advantages. The  key  feature of  the  confocal microscopy  is  that  it only  captures  light  reflected or 
emitted by a single plane of a specimen. Out of focus  light  is filtered out so that only  light coming 
from in‐focus objects can reach the detector. A laser beam scans the specimen pixel by pixel and line 
by  line. Afterwards, data  are  assembled,  resulting  in  an  image  that  represents  an optical  section 
through  the  specimen.  This  results  in  high‐quality  images  with  high  contrast  and  maximum 















Extraction Buffer A    Extraction Buffer B   
HEPES, pH 7.9  10 mM  HEPES, pH 7.9  20 mM 
KCl 10  10 mM  NaCl  0.4 mM 
EDTA  0.1 mM  EDTA  0.1 mM 
EGTA  0.1 mM  EGTA  0.1 mM 
DTT  1.0 mM  DTT  1.0 mM 
PMSF  0.5 mM  PMSF  0.5 mM 







Transcription  factor‐specific  oligonucleotides  were  5’  end‐labeled  with  [γ32P]‐ATP  using  the  T4 





for  30 min  at  roomtemperature.  The  protein‐oligonucleotide  complexes  were  separated  by  gel 






5x Binding Buffer    Loading Buffer   
Tris/HCl  50 mM  Tris/HCl  250 mM 
NaCl  250 mM  Glycerol  40% 
MgCl2  5.0 mM  Bromphenolblue  0.2% 
EDTA  2.5 mM     
Glycerol  20%     
 
Reaction buffer    10 x TBE   
5x Binding buffer  90%  Tris  890 mM 
Loading buffer  10%  Boric acid  890 mM 
DTT  2.6 mM  EDTA  20 mM 












HTScan®  IKKβ  Kinase  Assay  Kit  according  to  the  instructions  of  the manufacturer  (Cell  Signaling 
Technology). The kit provides a means of performing kinase activity assays with recombinant human 
IKKβ kinase.  It  includes active  IKKβ kinase  (supplied as GST  fusion protein), a biotinylated peptide 
substrate and a phospho‐serine antibody for detection of the phosphorylated form of the substrate 
peptide. Purified  IKKβ kinase was pre‐treated with different doses of  roscovitine  (3 µM  to 30 μM)  
5 min  prior  to  the  treatment  of  substrate  peptide.  The  assay was  performed  on  a  96‐well  high‐
binding streptavidin‐coated plate, and  the absorbance of each well was  read at 450 nm using  the 








RNA  was  isolated  from  RNAlater‐stored  cremaster  muscles  using  the  RNeasy  Mini  Kit  (Qiagen, 
Hilden, Germany). The tissues were homogenized, each about 25 mg in 600 μl RLT buffer (provided 






HUVECs  were  cultured  in  6‐well  plates  and  pre‐treated  with  the  indicated  concentration  of 
roscovitine for 30 min prior TNF‐α treatment for 4 h. Afterwards, cells were lysed and homogenized 
in  the presence of a highly denaturating buffer  (RLT buffer), a component of  the RNeasy Mini Kit 













Quantitative  real‐time  PCR  was  performed  on  AB  7300  RealTime  PCR  system,  using  TaqMan 
Universal PCR Mastermix (Applied Biosystems). ICAM‐1 and GAPDH primers were designed using the 
Primer  Express®  2.0  software  program  (Applied  Biosystems)  The  used  probes  and  primers  are 
































washed  twice  with  ice‐cold  PBS  and  lysed  with  M‐PER  Mammalian  Protein  Extraction  Reagent 
(Pierce, Rockford, IL), containing 2.5 mM Na4‐pyrophosphate, 2 mM Na2‐β‐glycerophosphate, 1 mM 
Na3VO4 and 1mM NaF. Lysates were centrifuged  for 10 min at 13,000  rpm, 4°C, and supernatants 
were  frozen  immediately  in  liquid nitrogen. PepChip performance and analysis of  the results were 
done by Pepscan Presto BV  (Lelystad, The Netherlands). On the chip 1,152 different peptides with 
best possible specific phosphorylation motifs for upstream kinases were spotted in triplicates. Native 






Data  are  expressed  as mean  ±  SEM.  Statistical  analysis  was  performed  with  GraphPad  PrismTM 
version 3.03 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Unpaired t test was used to compare 






















































As proof of principle, the  leukocyte‐endothelial cell  interaction was  investigated  in vivo to test the 
anti‐inflammatory  properties  of  roscovitine.  Therefore,  intravital  microscopy  of  the  mouse 
cremaster muscle  dissected  from  roscovitine/TNF‐α‐treated mice  and  drug  vehicle/TNF‐α‐treated 
mice,  respectively  was  performed.  As  readout  parameters,  leukocyte  adherence  and  leukocyte 








The number of  firmly  adherent  leukocytes  in postcapillary  venules  (left)  and  the number of  transmigrated 
leukocytes  (right) were  quantitatively  analyzed  using  intravital  video  fluorescence microscopy. Mice were 
treated with roscovitine/TNF‐α or drug vehicle/TNF‐α for 240 min before intravital microscopy was performed. 
A  bolus  injection  (3.5  µg)  sufficient  to  reach  approximately  10  µM  plasma  concentration  was  applied. 
Leukocytes  firmly attached  to  the endothelium  for more  than 30  s were  counted as permanently adherent 
cells and expressed as number of cells per square millimeter endothelial surface.   Transmigrated cells were 



































































To  investigate  differences  between  the  roscovitine‐treated  group  and  the  drug  vehicle‐treated 
group, microhemodynamic parameters  including  systemic  leukocyte  count were measured. While 
blood  flow  (Vmean) and shear rate  in  the postcapillary venules were  increased by roscovitine,  the 
inner  vessel  diameter  remained  unchanged  (Table  9).  A  possible  reason  for  the  increased 












Mice  were  intravenously  injected  with  roscovitine  or  drug  vehicle  (Co)  before  TNF‐α  administration 




parameters    drug vehicle  roscovitine 
Systemic leukocyte count [x 103 µl‐1]    6.4 ± 1.4  5.0 ± 1.1 
Vmean [mm/s]    1.2 ± 0.1  1.8 ± 0.1* 
Inner diameter [µm]    25.4 ± 0.4  24.8 ± 0.4 


























The adherence of granulocytes on TNF‐α‐activated HUVECs was determined  in  the absence and  in 













































































increased  ROS  levels  and  correspondingly  increased DHR  oxidation.  fMLP‐treated  cells  that were 
pre‐treated with roscovitine showed no significant decrease in oxidative burst (Figure III‐4).  
 
A.            B. 
 
Figure III‐4  The influence of roscovitine on the leukocyte activation  































































fMLP. Granulocytes were  incubated with CD11b antibody and  the CD11b expression was measured by  flow 




15 min.  Some of  the  cells were pre‐treated with  roscovitine  (10 µM  and  20 µM) 30 minutes before  fMLP 
treatment.  To  determine  the  oxidative  burst  by  FACS  analysis,  the  granulocytes were  pre‐incubated with  










To  investigate whether  roscovitine  influences  endothelial  cells,  in  particular  endothelial  adhesion 
molecules, the surface expression of E‐selectin, ICAM‐1 and VCAM‐1 was determined.  
TNF‐α,  a  major  pro‐inflammatory  cytokine,  was  used  to  trigger  the  expression  of  endothelial 




















































































































































































































2.2 ROSCOVITINE  REDUCES  TNF‐α‐EVOKED  NF‐κB  PROMOTER 
ACTIVITY 
NF‐κB  is  the  major  transcription  factor  involved  in  the  expression  of  CAMs.  Therefore,  we 
investigated  whether  roscovitine  exerts  its  effects  on  ICAM‐1  expression  by  affecting  NF‐κB 
promoter activity in a dual‐luciferase™ reporter gene assay. Roscovitine concentration‐dependently 









30 µM) 30 min before TNF‐α  (6 h) or  just treated with TNF‐α  for 6 h. Control cells were  left untreated  (Co). 




2.3 ROSCOVITINE  DOES  NOT  ALTER  TNF‐α‐INDUCED  NF‐κB  DNA‐
BINDING CAPACITY  
Since  NF‐κB‐dependent  gene  expression  is  inhibited  by  roscovitine,  we  investigated  whether 
roscovitine  affects  the  binding  capacity  of  NF‐κB  to  its  DNA  recognition  site  by  electrophoretic 














































NF‐κB  DNA‐binding  capacity  was  determined  by  electrophoretic mobility  shift  assay  (EMSA).  Nuclear  cell 
extracts were isolated from HUVECs that were either pre‐treated with roscovitine for 30 min or left untreated 
























roscovitine [10µM]‐ ‐ ‐ ‐ ‐+ + + +
NF‐κB ‐ DNA
complex






p65  translocation  upon  treatment  of  cells  with  TNF‐α  alone,  in  combination  with  roscovitine  or  with 
roscovitine  alone  for  the  indicated  times  was  assessed  by  immunocytochemistry.  HUVECs  were  seeded, 
cultured until confluency was  reached and  left untreated or pretreated with  roscovitine  (10 µM)  for 30min 











assessed  to quantify  its degradation  in  response  to TNF‐α  treatment.30  TNF‐α  rapidly  induces  IKK 
phosphorylation which is not inhibited by roscovitine (Figure III‐11, A). Also, degradation of IκBα can 
be observed  rapidly, as  IκBα  can be barely detected after 15 min of  treatment with TNF‐α. After 
about  30  min  incubation,  IκBα  is  slowly  recovered.  30  min  pre‐incubation  of  the  cells  with 




Roscovitine 30min Roscovitine 30min + TNF 5min Roscovitine 30min + TNF 30min
p65
‐α 5 min ‐α 30 min










Confluent  HUVECs  were  pre‐treated  with  roscovitine  (10  µM)  for  30  min  before  treatment  with  TNF‐α  
(10  ng/ml)  or  were  treated  with  TNF‐α  alone.  All  cells  were  additionally  treated  with  calyculin  in  a 
concentration  of  1  nM  (in  order  to  inhibit  dephosphorylation  of  p‐IKK).  Phosphorylation‐state  of  IKK  and 




Furthermore,  an  IKKβ  in  vitro  activity  assay  was  performed  to  investigate  whether  IKKβ  kinase 
activity  is  directly  inhibited  by  roscovitine.    The  well‐established  kinase  inhibitor  staurosporine, 
which  is  known  to  inhibit  IKKβ  activity  by  binding  to  the  ATP  site,  caused  reduction  of  IKKβ 








± SEM. *, p<0.05, compared with 1x kinase buffer [Co])                    
TNF‐α [min]
roscovitine [10μM}
5 5 15 15 30 30 60‐ 60 ‐
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To  identify kinases that are  inhibited by roscovitine  in TNF‐α‐treated HUVECs and might therewith 




The kinome array  (PepChip) presents a powerful  tool  to  investigate  the overall  impact of a kinase 


















Since  roscovitine  is  per  definition  a  CDK  inhibitor  and  the  kinome  panel  of  the  PepChip  did  not 





















The  results  gained  in  both  kinase  assays  (PepChip  and  ProQinase)  indicate  that  roscovitine 
potentially  inhibits PKA, RS6K, CDK5, CDK2, CDK7 and CDK9. However,  literature does not state an 
involvement of  these  kinases  in  ICAM‐1  expression on  endothelial  cells.  Therefore, we  employed 
specific  small molecule  inhibitors  and  si‐/sh‐RNA  targeting  the  respective  kinase  in  HUVECs  and 
determined the cell surface expression of ICAM‐1 by flow cytometry analysis.  
 
4.1 INHIBITION  OF  PKA  OR  RS6K  HAS  NO  INFLUENCE  OF  ICAM‐1 
EXPRESSION 
To specifically  inhibit the activity of PKA, the peptide  inhibitor PKA  inhibitor fragment (6‐22) amide 
and the cAMP‐analog cAMPS‐RP were used in this experiment. The activity of RS6K was blocked by 
rapamycin, a small molecule that inhibits mTOR and thereby interferes with RS6K activation.83 
Our data  show  that  ICAM‐1  expression  is not  affected by  the  inhibition of  PKA  (Figure  III‐13, A), 
whereas  the  treatment  of  TNF‐α‐activated  cell  with  rapamycin  slightly  reduced  the  ICAM‐1 
expression (Figure III‐13, B). However, we cannot exclude that this effect is rather unspecific due to 
the  impact of mTOR on overall protein biosynthesis.84 Considering the fact that roscovitine had no 
















was determined by  flow cytometric analysis. Co was defined as 1  (n = 3  independent experiments; mean ± 
SEM. *, p<0.05, compared with TNF‐α treated cells) 
B. HUVECs were  left untreated or  treated with different  concentration of  rapamycin 30 min before TNF‐α. 











































































































To  analyze  the  impact of CDKs on  the  TNF‐α‐induced  ICAM‐1  expression, CDK2, CDK5, CDK7  and 
CDK9 were silenced and the ICAM‐1 expression was determined. Short interference (si‐) RNA (CDK2, 











A.  The  expression  of  the  respective  CDK  was  knocked  down  via  siRNA  towards  the  mRNA.  24  h  after 











































































































































































































































Although  CDK  inhibitors  were  initially  known  as  anti‐cancer  drugs,  in  the  last  years  they  have 
emerged as potential anti‐inflammatory compounds, which enhance the resolution of inflammation. 
Resolution of inflammation manifests itself by apoptosis of inflammatory cells, subsequent clearance 







as  LPS  and  granulocyte macrophage‐colony  stimulating  factor  (GM‐CSF). Apoptosis of neutrophils 
ensures  that  toxic  neutrophil  granule  contents  are  securely  packed  in  apoptotic  bodies  and 
expedites phagocytosis by professional phagocytes  such as macrophages.86 CDK  inhibitors as anti‐




and  in vitro  leukocyte‐endothelial  cell  interaction, which  is essential  in  inflammatory processes  to 
permit  the  leukocyte  emigration  from  the  blood  into  the  inflamed  tissue.  The  inhibition  of  this 
important inflammatory step presents a new anti‐inflammatory mode of action of CDK inhibitors.  
 
1.2 THE  IMPACT  OF  ROSCOVITINE  ON  LEUKOCYTE‐ENDOTHELIUM 
INTERACTION IN VIVO AND IN VITRO 
Although  leukocyte  infiltration  into sites of  infection  is an  important part of the host defense, this 
infiltration,  when  excessive,  can  cause  free  radical‐,  enzymatic,  or  cytokine‐mediated  tissue 
damage.92 To prevent  tissue damage,  the  leukocyte  infiltration has  to be  stopped and  this can be 
achieved by  the  inhibition of the  interaction between  leukocytes and endothelium. There  is a hint 





The  focus  of  this  study was  on  the  anti‐inflammatory  role  of  roscovitine  in  regard  to  leukocyte‐
endothelium  interaction  and  therefore  we  initially  analyzed  the  key  steps  of  the  leukocyte 
extravasation in postcapillary venules of cremaster muscles of TNF‐α/roscovitine‐treated mice using 
intravital microcopy. In this experiment, we could observe that TNF‐α‐induced leukocyte adherence 
on  the  endothelium  and  TNF‐α‐induced  transmigration  of  leukocytes were  strongly  inhibited  by 
roscovitine. Further, an in vitro assay in HUVECs showed that the number of adherent leukocytes on 
TNF‐α‐activated  endothelial  cells  is  reduced  by  roscovitine.  These  results  revealed  that  the 






in  vivo experiment with  the  result of  consistent  leukocyte  count  in  roscovitine‐ and drug vehicle‐
treated mice. Therefore, apoptosis of leukocytes caused by roscovitine can be excluded. 
Of further interest was the influence of roscovitine on the activation of leukocytes which is induced 
during  inflammation and accompanies  increased  integrin expression on  the  surface of  leukocytes, 
namely  VLA‐a  (α4β1),  Mac‐1  (CD11b/CD18;  αMβ2)  and  LFA‐1  (CD11a/CD18;  αLβ2).92  Activated 
leukocytes, arrived in the inflamed tissue, sequester enzymes, cytokines and free radicals (ROS) such 
as NO.92 Our experiments on  isolated  leukocytes,  investigating the  influence of roscovitine on their 
activation, showed that roscovitine did not affect their ROS release but slightly reduced their CD11b 













In  this  context, we proposed  that  roscovitine  inhibits  the  leukocyte  transmigration  and  leukocyte 
adherence by affecting the expression of diverse endothelial adhesion molecules. Dey et al. recently 
showed in lung carcinoma cells (A549= carcinomic human alveolar basal epithelial cells and H1299 = 
non‐small  cell  lung  carcinoma  cell  line)  that  roscovitine  inhibits  the  expression  of  ICAM‐1.71 
Therefore, we  investigated roscovitine  in regard  to  its  influence on the  ICAM‐1 and additionaly on 
the  E‐selectin  and  VCAM‐1  surface  expression  as well  as  on  the  ICAM‐1 mRNA  levels  in  TNF‐α‐ 
activated endothelial cells. The results of these experiments, showing  inhibition of both the TNF‐α‐




leukocyte adhesion,  transmigration and subsequent  infiltration as  indicated by  the  findings of  two 
groups:  Bullard  et  al.  could  show  that  the  basal  adhesion  of  monocytes  to  ICAM‐1  deficient 
endothelial  cells was  significantly  lesser  than  to wild‐type  endothelial  cells  (MAEC).94  Kevil  et  al. 
revealed  the  relevance of  ICAM‐1  in an  in vivo model of  collagen‐induced arthritis. They describe 
that ICAM‐1 deficient mice show a significant reduction  in the  incidence of arthritis compared with 










inhibit  the  TNF‐α‐induced  NF‐κB  pathway  by  targeting  the  IKK  kinase  activity  as  well  as 
phosphorylation and degradation of IκBα.71  Furthermore, in mouse macrophages, it was shown that 





did  not  target  events  upstream  the  NF‐κB‐dependent  gene  expression,  suggesting  that  the 
68  IV DISCUSSION 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 





Aiming  to  identify  potential  signaling  pathways  responsible  for  the  anti‐inflammatory  action  of 







that  beside  the  previously  mentioned  CDKs,  ERK1,  ERK2  and  casein  kinase  1  (CK1)  were  also 
described  to  be  inhibited  by  roscovitine,  however  in  HUVECs,  roscovitine  neither  alters  the 
activation  state of ERK1/299 nor  the TNF‐α‐induced  ICAM‐1  expression  is  reduced by  specific CK1 








of  Brasier  et  al.  which  shown  that  the  phosphorylation  of  the  NF‐κB  subunit  p65  on  Ser276  is 
necessary  for  the  transcription  of  some  genes whose  expression  is NF‐κB‐dependent.100  Because 
ICAM‐1 gene expression is NF‐κB‐dependent and Ser276 is phosphorylated by PKA, we proposed that 
PKA  is  responsible  for  the  reduction  of  the  TNF‐α‐induced  ICAM‐1  expression  by  roscovitine. 
Contrary  to  this proposal,  inhibition of PKA by  specific PKA  inhibitors did not  reduced  the TNF‐α‐









be  involved  in apoptosis,  transcription, differentiation and endocytosis.51 However,  little  is known 




results  in  incomplete gene expression. Activation of RS6K  involves the phosphorylation of multiple 
Ser/Thr  residues,  including  the proline‐directed  sites  (Ser411  ,Ser418  ,Thr421  and  Ser424)  in  the  auto‐
inhibitory domain near the C‐terminus. Phosphorylation of Thr389, which  is rapamycin‐sensitive and 
is mediated by mTOR,  is also a crucial event  in RS6K activation.  Interestingly, we could show  that 
rapamycin‐mediated  inhibition of RS6K slightly  reduces  the TNF‐α‐induced  ICAM‐1 expression, but 
Western blot analysis  revealed  that  the  important phorphorylation  sites Thr421 and Ser424  for RS6K 
activation remain unaffected by roscovitine in TNF‐α‐treated HUVECs. This result might be explained 
by observations of Hou et al. in neurons and COS‐7 cells. They have found that CDK5/p35 physically 
associates with  RS6K  and  catalyzes  RS6K  phoshphorylation  at  Ser411.  This  phosphorylation  site  is 
critical  for  regulating  RS6K  catalytic  activity  through  the  control  of  Thr389.  CDK5  inhibition  or 
depletion  strongly  inhibits  RS6K  phosphorylation  on  Ser411  and  Thr389,  whereas  Thr421  and  Ser424 
remain unaffected. According to these results, we hypothesized that roscovitine inhibits the TNF‐α‐
induced  ICAM‐1  expression  via  CDK5  inhibition,  leading  to  inhibition  of  RS6K  and  this,  in  turn, 
abolishes the translation of mRNA coding for ICAM‐1.  
This hypothesis could explain the attenuated  ICAM‐1 expression on the surface of endothelial cells 





TNF‐α‐induced  ICAM‐1  expression  in  CDK9‐silenced  HUVECs.  Therefore,  we  presumed  that 
roscovitine cause its effects by abolishing of transcriptional elongation of ICAM‐1 mRNA according to 
inhibition of CDK9, the catalytic subunit of pTEFb.101‐103  










Hitherto,  CDK  inhibitors  have  been  considered  to  exert  anti‐inflammatory  properties  only  by 
promoting apoptosis in inflammatory cells and thereby enhancing the clearing of inflammation.  
In this study we present a novel mode of action of the CDK inhibitor roscovitine in the inflammatory 
process.  It became manifest that roscovitine also protects against  inflammation as  it abolishes the 
leukocyte extravasation from the blood flow into the inflamed tissue.  
For the first time, we could show that roscovitine inhibits the leukocyte adhesion and transmigration 
on  the  endothelium  by  the  expression  of  endothelial  adhesion molecules  as  a  consequence  of 
inhibition of CDK5 and CDK9.  






















































In  the  recent  years,  the  CDK  inhibitor  roscovitine  has  emerged  as  an  anti‐inflammatory  agent. 
Hitherto,  its anti‐inflammatory effect was ascribed  to  the promotion of apoptosis of  inflammatory 
cells thus enhancing the resolution of inflammation. 
This  study  shows  for  the  first  time  that  roscovitine  directly  affects  the  leukocyte‐endothelial  cell 
interaction, which reduces the extravasation of leukocytes in the inflamed tissue. 
First  and  important  evidence  for  an  attenuated  leukocyte  emigration  into  inflamed  tissue  by 
roscovitine  was  gained  in  an  in  vivo  cremaster  model  in  which  the  leukocyte‐endothelial  cell 
interaction  in  postcapillary  venules  of  TNF‐α‐treated  mice  was  investigated  using  intravital 
microscopy.  Both  readout  parameters,  leukocyte  adhesion  and  leukocyte  transmigration,  were 
reduced by  roscovitine. These  in vivo  results were  confirmed  in vitro  through  strongly diminished 
leukocyte  adhesion  on  roscovitine‐treated  HUVECs.  Marginal  alterations  of  leukocyte  activation 
markers  (CD11b  and  oxidative  burst)  by  roscovitine  indicated  that  leukocytes  are  not  the major 
target of roscovitine. Therefore, we focused our  investigations on the activation of the endothelial 
markers  E‐selectin,  ICAM‐1  and  VCAM‐1.  The  expression  of  these  markers  is  induced  by  pro‐
inflammatory  stimuli  (e.g.  TNF‐α)  and  is  crucial  to  facilitate  extravasation  of  leukocytes.  In  our 
studies,  pre‐treatment  of  HUVECs  with  roscovitine  and  subsequent  treatment  with  TNF‐α 
significantly  reduced  the  surface  expression  of  E‐selectin,  ICAM‐1  and  VCAM‐1.  Furthermore,  
mRNA  levels  of  ICAM‐1  were  strongly  decreased  in  this  model  and  in  cremaster  muscles  of 
roscovitine/TNF‐α‐treated mice compared to drug vehicle/TNF‐α‐treated mice.  
To identify the underlying signaling mechanism, we first analyzed the impact of roscovitine on NF‐κB 
signaling, which  is the major pathway  in TNF‐α‐triggered  inflammation. Although NF‐κB‐dependent 
gene  transcription  is  inhibited  by  roscovitine  in  a  concentration‐dependent manner,  the  cascade 
leading  to  the  activation  of  NF‐κB  remains  unaffected  (Figure  V‐1),  raising  the  question  which 
roscovitine‐targeted  kinases might  be  responsible  for  the  reduction  of  the  endothelial  activation 
markers. Therefore, a kinome array as well as a CDK activity assay was performed to identify kinases 
that are  inhibited by  roscovitine  in TNF‐α‐treated HUVECs. Among  the  six  identified kinases  (PKA, 
RS6K, CDK2, CDK5, CDK7  and CDK9), CDK5  and CDK9 were  considerably  implicated  in  the TNF‐α‐ 
induced  ICAM‐1  expression.  Their  respective  absence  in  TNF‐α‐treated  endothelial  cells  caused 
enormous  reduction  of  the  ICAM‐1  expression.  It  is  not  yet  clear  how  the  roscovitine‐evoked 
inhibition of CDK5 and CDK9 is linked with the diminished ICAM‐1 expression and the attenuation of 
the NF‐κB‐dependent gene expression. We presume that the mRNA elongation during transcription 




Taken  together,  the CDK  inhibitor  roscovitine directly affects endothelial activation,  regulating  the 
transmigration of  leukocytes  in the  inflamed tissue, by  inhibition of CDK9 and CDK5 which  leads to 
strongly diminished expression of endothelial adhesion molecules.  
In conclusion, this study presents a novel mode of action underlying the anti‐inflammatory effect of 
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least  four  and  not more  than  six  LPS  (E.coli)‐challenged mice  and  three  LPS  (Salmonella  enterica  serotype 



















































for 15 min before LPS  (40 µg/g bw)  injection. NaCl administration was used  for control. The animal state of 
health was continuously observed for 144 h. At  least nine and not more than eleven mice were analyzed for 
each  treatment group. Graph displays survival rate  in percentage of control mice, ANP  (0.5 µM/kg bw)/LPS‐












































































































































C.            D. 
 
 









each  treatment group. Afterwards,  cytokine  levels were determined by  flow  cytometric analysis using BD™ 
Cytometric  Bead  Array  according  to  the  manufacturer`s  instructions.  This  multiplexed  bead‐based 
immunoassay allows users to quantify multiple proteins simultaneously on the basis of ELISA (Enzyme‐linked 
immunosorbent assay)‐technology. Each capture bead in the array has a unique fluorescence intensity and is 
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